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RESUMO

O primeiro evento transgénico de milho foi liberado no Brasil no ano de
2007 e, em 2012, ja sdo 18 eventos transgénicos desta espécie liberados, com
area plantada de, aproximadamente, 9,91 milhdes de hectares, em 2011. No
presente trabalho objetivou-se a determinag¢do do fluxo génico entre hibridos
transgénicos e convencionais de milho utilizando a amostragem sistematica, bem
como a determinacdo de um tamanho de amostra eficiente para a estimagdo
desse fluxo. Objetivou-se também a avaliagdo de métodos de detecg¢do de
eventos transgénicos na cultura do milho, como a tira imunocromatografica e a
PCR convencional. As amostras para estudo de fluxo génico foram coletadas em
campos de produ¢do de graos nos municipios de Itumirim e Madre de Deus, na
safra 2010/2011 e de Ingai, na safra 2011/2012, todos localizados no estado de
Minas Gerais. Foram coletadas amostras de quatro tamanhos diferentes e em
cinco distancias do campo convencional em relagdo ao campo transgénico. As
amostras foram submetidas a andlises de PCR em tempo real para a
quantificagdo do fluxo génico. Para a avaliagdo dos métodos de detecg¢do de
transgénicos pelo teste de tiras imunocromatograficas, foram utilizadas sementes
de milho dos eventos transgénicos Herculex, Round Up Ready e VTPro, com os
niveis de contaminacao variando de 0,2% a 1,6%. Também foram analisadas,
por meio de PCR convencional, amostras com cinco niveis de contaminag¢ao:
0,1%, 0,5%, 1,0%, 5,0% e 10%. No estudo do fluxo génico utilizando a
amostragem sistematica observou-se que nao houve diferenca estatistica entre os
tamanhos de amostras e as contaminag¢des médias com transgénicos observadas
foram inferiores ao limite de 1%. No teste de tira imunocromatografica foi
possivel avaliar a expressdo de proteinas em niveis de contaminagdo de 0,2%.
No PCR convencional, foi possivel detectar o evento Herculex em amostras com
1% de contaminagao.

Palavras-Chave: PCR. Transgénico. Detecgao.



ABSTRACT

The first transgenic maize event was released in Brazil in 2007 and 2012
already are 18 transgenic maize event released, with a planted area of
approximately 9.91 million of hectares in 2011. The present study aimed to
determine the gene flow among transgenic and conventional hybrid of maize
using systematic sampling, as well as the determination of an effective sample
size for this flow estimation. This study also objective the evaluation of
transgenic maize event detection methods, as the lateral flow membrane strips
and the conventional PCR. The samples for the gene flow study were collected
in fields of grain production in the Itumirim and Madre de Deus municipalities,
in the 2010/2011 crop and Ingai in the 2011/2012 crop, all located in the Minas
Gerais state. Samples were collected from four different sizes and five distances
from the conventional field compared to transgenic field. The samples were
analyzed using real-time PCR for gene flow quantification. To evaluate the
detection methods by the lateral flow membrane strips were used corn seeds of
transgenic events Herculex, Round Up Ready and VTPro with contamination
levels ranging from 0.2% to 1.6%. Also were analyzed, using conventional PCR,
samples with five contamination levels: 0.1%, 0.5%, 1.0%, 5.0% and 10%. In
the study of gene flow used the systematic sampling observed that there was no
statistical difference among the samples sizes, and the average contamination
with transgenic observed were below to the limit of 1%. In the lateral flow
membrane strip test was possible to evaluate the expression of proteins in
contamination levels of 0.2%. In conventional PCR, it was possible to detect 1%
of contamination in the Herculex samples.

Key words: PCR. Transgenic. Detection.
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1 INTRODUCAO

As ultimas décadas foram de intensa revolucao na agricultura mundial.
A engenharia genética possibilitou, com a técnica do DNA recombinante,
importantes avangos no melhoramento genético de varias culturas, devido a
combinagdo de genes entre diferentes espécies de organismos, obtendo-se,
assim, as plantas geneticamente modificadas.

Atualmente, no Brasil, existem varios eventos transgénicos liberados
comercialmente para as culturas da soja, milho, algodao e feijao, que conferem
tolerancia a herbicidas e resisténcia a insetos e virus. Para a cultura do milho,
atualmente, no pais, existem 18 eventos liberados comercialmente e muitos
outros que aguardam a liberagdo comercial. Dentre os eventos liberados na
cultura do milho, a maioria esta associada a resisténcia a insetos, como 0s
milhos MON810 e MONS89034, da empresa Monsanto do Brasil; BT11,
MIR162 ¢ GA21, da empresa Syngenta Seeds; T25, da empresa Bayer Crop
Science e HX, da empresa Down Agroscience (Brasil, 2012).

Apbds a liberagdo dos eventos para a comercializagdo € necessario que a
empresa submeta & Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) um
plano de monitoramento pés-liberagdo comercial ou solicite sua isengdo, no
prazo de trinta dias, contados a partir da publicagdo do deferimento do pedido de
liberagdo comercial do OGM, em consonancia com a avaliagdo de risco da
CTNBio, bem como com o parecer contido na sua decisdo técnica (Brasil,
2011). Caso a isencdo ndo seja concedida, deve ser realizado o monitoramento
baseado nos diferentes impactos ambientais dos produtos, devendo um desses
estudos ser relacionado ao fluxo génico. Os resultados desses monitoramentos
devem ser enviados anualmente a CTNBio, com os dados obtidos em diferentes

regides do pais. Nesses monitoramentos uma das dificuldades relacionadas ao
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estudo de fluxo génico ¢ a determinagdo do tamanho da amostra e do tipo de
amostragem que deve ser utilizado para se ter precisao das estimativas obtidas.

Por meio do Decreto n°® 4.680, de abril de 2003, que regulamentou a Lei
n°® 8.078, de setembro de 1990, passou-se a exigir a rotulagcdo dos produtos que
contenham mais de 1% de tracos de transgénicos. Estudos relacionados a
amostragem, incluindo a determinag@o do método de amostragem, o tamanho da
amostra, assim como a distancia de coleta das amostras, podem viabilizar as
fiscalizagdes nos campos de producdo pelos orgdos federais e estaduais
pertinentes, facilitar o trabalho de monitoramento pelas empresas produtoras de
sementes, quando necessario, ¢ facilitar a determinagdo do nivel de
contaminag¢do de lotes de grios para fins de comercializagao.

Objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho, a determinacdo do fluxo
génico em fun¢do dos diferentes tamanhos de amostras e distancias de
amostragem, utilizando a amostragem sistematica. Foi avaliada, ainda, a
eficiéncia de dois métodos de deteccdo de transgénicos em milho, o de tira

imunocromatografica e a PCR convencional.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transgénicos no Brasil e no mundo

Hoje, organismos geneticamente modificados de véarias espécies, como
soja, milho, algoddo, cana-de-agtcar, canola, mamao e feijdo, entre outras, vém
sendo estudados. Em milho, no Brasil, atualmente, existem 11 eventos
aprovados para a comercializacdo.

O melhoramento genético convencional em milho € o principal método
utilizado para a produgdo de novos hibridos. Porém, os avancos da biotecnologia
e da engenharia genética tornaram-se ferramentas importantes a serem utilizadas
no melhoramento da cultura e, aliados, proporcionam importantes ganhos na
sele¢do de individuos superiores (Aylor et al., 2003)

Na América Latina, pesquisas cientificas tém sido desenvolvidas em
grande escala no que se refere a producdo de plantas transgénicas, em
praticamente todos os paises (Monquero, 2005).

O primeiro evento transgénico de milho liberado comercialmente no
Brasil se deu no ano de 2007, com a aprovagdo do evento T25, com nome
comercial Liberty Lynk, da empresa Bayer S.A., que apresenta, integrado em
seu genoma, o gene pat, responsavel pela sintese da enzima fosfinotricina-N-
acetiltransferase (PAT), que catalisa a conversdo de L-fosfinotricina (glufosinato
de amonio) a produtos ndo toxicos, inativando o ingrediente ativo e, desse modo,
conferindo a planta a caracteristica de tolerancia ao herbicida glufosinato de
amonio. Como consequéncia, plantas do referido evento de transformagdo sdo
resistentes ao herbicida, permitindo seu emprego no controle de plantas
invasoras (Brasil, 2007). Depois da liberagdo do primeiro evento de milho no
Brasil, abriu-se precedente para varias outras liberagdes: MONS&10 (resistente a

insetos), MON89034 (resistente a insetos) e NK603 (tolerante a glifosato), da



13

empresa Monsanto do Brasil; BT11(resisténcia a insetos e tolerdncia ao
glufosinato de amoénia), MIR162 (resisténcia a insetos) e GA21 (tolerante a
glifosato), da empresa Syngenta Seeds; T25 (tolerancia ao glufosinato de
amdnio), da empresa Bayer Crop Science e HX (resisténcia a insetos e tolerancia
ao glufosinato de amonio), da empresa Down Agroscience (Brasil, 2012).

O mundo vem passando por mais uma revolugdo na agricultura, com a
descoberta de varios recursos genéticos que visam aumentar ¢ melhorar a
eficiéncia agricola para atender a crescente demanda por alimentos. Esta vem
sendo considerada a terceira grande revolugdo tecnolégica no mundo, depois da
Revolugao Industrial e da revolugdo dos computadores (Shelton et al., 2002)

Assim, cada vez mais agricultores, em todo o mundo, vém adotando a
tecnologia dos transgénicos, vislumbrando os ganhos em produtividade, bem
como a redugdo do uso de agrotdxicos e no custo de producao.

A adogdo dessa tecnologia tem sido aumentada nos ultimos anos. Em
2011, cem milhdes de agricultores, em 29 paises, adotaram a tecnologia e
plantaram uma 4rea de 1,25 bilhdes de hectares com culturas transgénicas
(James, 2012). Até o ano de 2015 espera-se que o nimero de paises que irdo
aderir a biotecnologia seja de quarenta (James, 2010).

No ano de 2011, houve crescimento de 12 milhdes de hectares plantados
com transgénicos no mundo, com 160 milhdes de hectares contra 148 milhdes
de hectares em 2010, com crescimento em torno de 8% da adocdo da tecnologia
pelos agricultores (James, 2012).

O cenario de crescimento da adog¢do da tecnologia ndo poderia ser
diferente no Brasil, que é o segundo pais do mundo em area plantada com OGM.
Em 2011, foram cultivados, no Brasil, 30,3 milhdes de hectares de lavouras
transgénicas, com crescimento de 20% em relagdo a 2010, confirmando seu
lugar no ranking dos paises que mais utilizam a tecnologia dos organismos

geneticamente modificados, ficando atrds somente dos Estados Unidos, que
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cultivaram 69 milhdes de hectares. Dos 30,3 milhdes de hectares de lavouras
com OGM no Brasil, 9,91 milhdes foram cultivados com milho, o que
correspondeu a 64,9% de toda area plantada com essa cultura no pais (James,
2012).

A adocdo da tecnologia pelos agricultores se deve, em grande parte, a
comodidade e a reducdo de custos, proporcionadas pelos materiais
geneticamente modificados. Segundo pesquisas da empresa Celeres® (2010),
entre os anos de 2009/10 a 2018/19, os agricultores brasileiros esperam gerar
30,4 bilhdes de dolares de beneficios economicos diretos, devido a adocdo do
milho GM, pela reducdo do uso de agrotdxicos, combustivel e dgua, sendo esses
agricultores os mais beneficiados com adog¢ao da biotecnologia.

A adogdo de transgénicos, em 2010, no Brasil, foi maior nos estados de
Mato Grosso, com 6,1 milhdes de hectares, seguido do Rio Grande do Sul, com
5,2 milhGes de hectares e Parana, com 4,8 milhdes de hectares, considerando as
culturas de soja, milho e algoddo (Celeres®, 2010).

Além dos beneficios econdmicos trazidos pela adogdo dos transgénicos,
os beneficios ambientais sdo bastante expressivos. De 1996 até 2009, 393
milhdes de kg de ingrediente ativo utilizados em pesticidas foram
economizados. Somente em 2009, a redugdo das emissdes de CO, foi da ordem
de 18 bilhdes de kg, equivalente a retirada de 8 milhdes de carros das rodovias
(James, 2010).

O mercado de transgénicos no mundo e, principalmente, nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, estd em franca expansdo. Nesse cenario, 0
Brasil vem sendo considerado um dos principais responsaveis pelo aumento da
area plantada com OGMs no mundo.

Com o crescimento da area cultivada com transgénicos no pais, ha a
eventual necessidade de monitorar os eventos por um periodo de cinco anos apds

sua liberacdo comercial. Além da necessidade de monitoramento, ressalta-se
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que, para a exportacdo de grdos, ha também a necessidade de atender aos
padrdes dos paises importadores. Esses padrdes sdo variaveis entre esses paises
e, dependendo do pais importador, qualquer traco de transgénico pode
inviabilizar a exportacdo. Essa condi¢do exige um controle de qualidade nos
campos de producdo de sementes e de grios, durante os processos de produgao
no campo e no processamento pos-colheita (Nascimento et al., 2012).

O conhecimento de fluxo génico na cultura do milho faz-se necessario
para o estabelecimento de padrdes de isolamento dos campos de produgdo, para

garantir que haja a coexisténcia entre campos convencionais e transgénicos.

2.2 Fluxo génico

Fluxo génico pode ser definido como a troca de alelos entre populagdes,
isto ¢, a transferéncia de alelos de uma variedade/espécie para outra (Borém,
1999). Sendo o milho uma espécie que tem como agente polinizador o vento e
apresentando fecundagdo cruzada, aumenta a probabilidade de ocorréncia de
fluxo génico nessa espécie. Segundo Borém (1999), o poélen do milho pode
percorrer distancias superiores a 100 m, pela agdo do vento, evidenciando a
importancia do uso de mecanismos que impec¢am o fluxo génico entre cultivares.

Estudos em todo o mundo vém sendo realizados, a fim de se entender o
fluxo génico nas diferentes regides geograficas do planeta, na tentativa de
encontrar os melhores distanciamentos entre campos OGMs e ndo OGMs
(Goggi et al., 2006; Langhof et al., 2008 ¢ 2010; Lavigne et al., 2008;
Nascimento et al., 2012; Viljoen e Chetty, 2011).

Vozlie et al. (2010) concluiram que as relagdes espaciais entre 0 campo
doador e o receptor sdo o fator mais importante entre os que influenciam

diretamente a distribui¢do da contaminagdo nos campos.
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Della Porta et al. (2007) relataram que a fecundacdo cruzada em milho ¢é
afetada pela distancia da fonte de pdlen, a direcao do vento, o tamanho das areas
de isolamento e a diferenga no florescimento entre os receptores e os doadores
de polen.

Em estudo de fluxo génico em milho realizado na Africa do Sul, foram
determinados valores tedricos de distdncias minimas entre campos de OGM e
ndo OGM, que visam garantir as taxas de contaminagao requeridas pelos orgéos
fiscalizadores. Constatou-se que 153 m de distdncia seriam suficientes para
alcangar taxas de fertiliza¢ao cruzada de 1,0% a 0,1%; 503 m para 0,1% a 0,01%
e 1.800 m para 0,01% a 0,001%, tendo a maior distancia sido estudada devido ao
fato de muitas empresas farmacéuticas nao tolerarem tracos de OGM em seus
produtos (Viljoen e Chetty, 2011).

Goggi et al. (2006) e Langhof et al. (2008) constataram que os maiores
valores de fluxo génico foram observados quando o transgénico se encontrava
em topografia superior a do material convencional (direcdo do vento). Em areas
de material convencional abaixo da area do material transgénico, nas distancias
de 54 a 56 m, foram constatadas contaminagdes superiores a 0,1% e, em areas
em que o material transgénico se encontrava abaixo do material convencional,
nas mesmas distancias, as contaminacdes encontradas foram inferiores a 0,1%
(Langhof et al., 2008).

Goggi et al. (2006), em estudos realizados na regido de Ankeny, estado
de Iowa, nos Estados Unidos, constataram que os niveis de contaminacio
decrescem rapidamente, nos campos, at¢é uma média de 0,5%, aos 35 m de
distancia, atendendo aos padroes da maioria dos paises, que varia de 0,9% a
1,0% de contaminagdo e, a uma distancia de 100 m, os niveis médios de
contamina¢do chegaram a 0,05%. Contudo, metas de produgdo de milho
organico com 0,0% de contamina¢do ndo sdo possiveis quando esses campos

organicos se encontram a uma distancia menor que 250 m do campo OGM (sem
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utilizacdo de espacamento temporal). Nascimento et al. (2012) observaram que
82% do fluxo génico ocorrem nos primeiros 30 m e que, a 100 m de distancia do
campo receptor em relagdo ao campo doador, ocorre menos de 1% de
contaminagao.

Segundo Borém (1999), para que exista alto risco de escape génico, a
espécie deve apresentar elevada taxa de fecundacdo cruzada e devem existir
parentes silvestres compativeis com ela, compartilhando o mesmo habitat,
geografica e temporalmente. Mesmo nessas condigdes, outros aspectos

relacionados ao isolamento reprodutivo devem ser considerados.

2.3 Coexisténcia

A coexisténcia pode ser afetada pela presenca adventicia de uma cultura
em outra, que pode ser aumentada por uma série de fatores. Esses fatores
incluem impureza de sementes, polinizacao cruzada, plantas voluntarias, praticas
de armazenamento e colheita, transporte e processamento. A presenca adventicia
resultante da contaminagdo cruzada ¢ o fator que mais deve ser avaliado nas
diferentes areas de cultivos (Messeguer et al., 2006).

Devido a grande adocdo dos transgénicos em todo o mundo, sdo
necessarias precaucdes para que materiais OGM e ndo OGM possam coexistir,
garantindo os limites de contaminagdo especificados por cada pais. Um dos
recentes problemas discutidos ¢ a importancia dos cultivos convencionais e
orgénicos, buscando-se produgoes livres de tragos de OGM, que se originam da
polinizagdo cruzada com os campos de OGM vizinhos (Langhof et al., 2008).

Nas prateleiras dos supermercados brasileiros sdo disponibilizadas
dezenas de produtos em cuja composi¢do constam cereais geneticamente
alterados. Da fazenda a fabrica, existem varias etapas, como a armazenagem € o

transporte, em que graos ou 6leos de um tipo ou de outro se misturam. Por essa
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razdo, cerca de 60% de toda a comida processada nos EUA ja tem algum tipo de
matéria-prima de origem transgénica. Pode haver, ainda, dificuldade de
rotulagem de alimentos derivados de plantas transgénicas, devido a equivaléncia
substancial entre os produtos convencionais (Monquero, 2005).

No Brasil, o Decreto-Lei de n° 4.680, de abril de 2003, regulamenta o
direito de informacdo referente aos alimentos que contenham ou sejam
produzidos a partir de organismos geneticamente modificados, ou com presenca
acima do limite de um por cento do produto. Assim, ¢ obrigatoria a rotulagem de
produtos com niveis de OGM superiores a 1% (Brasil 2003). Portanto, a
coexisténcia ¢ de suma importdncia para que se consigam valores de
contaminagdo menores que o estabelecido, visando atender a mercados
especificos que rejeitem organismos geneticamente modificados em sua cadeia
de alimentag@o e para a exportagdo de commodities, principalmente em paises da
Africa, da Asia e da Europa (Viljoen et al., 2010)

No Brasil, nfo existe troca genética entre milho e espécies
correlacionadas, levando-se em consideragdo que os seus ancestrais do milho
(Teosinte complex, Zea mays spp. mexicanas e ssp. parviglumis) estdo limitados
aregides do México e da Guatemala (centros de origem).

Para que a coexisténcia seja possivel, uma das principais discussoes ¢
sobre o espacamento e as barreiras necessarias para garantir a pureza dos
campos organicos ¢ ndo OGMs. Existem poucas informagdes a respeito de
campos experimentais que remetam sobre a eficicia de diferentes barreiras
vegetais como medida de coexisténcia para a redugdo da polinizagdo cruzada
para as espécies polinizadas pelo vento, como é o caso do milho. Langhof et al.
(2008 € 2010) e Le Bail et al. (2010) concluiram, em suas pesquisas, que campos
menores que 5 hectares devem ter um padrio mais rigido de isolamento, devido
ao maior risco de contamina¢dao. Angevin et al. (2008) constataram, estudando

as piores condi¢des (vento a velocidade média de 4 m/s e areas menores que 4
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ha), que, para alcancar os limites de contaminagdo impostos pela Unido
Europeia de 0,9%, o campo deve ter um isolamento de 100 m e, para
contaminacdo de até 0,1%, essa distancia deve ser de 400 m.

Langhof et al. (2008 e 2010), Nascimento et al. (2012) e Viljoenet al.
(2011) afirmam que as maiores contaminag¢des se ddo nos primeiros 30 m de
distancia entre o campo ndo OGM e o OGM. Langhof et al. (2010) sugerem que
seja realizada a combinacdo de isolamento de 100 m com o descarte das trés
primeiras linhas que se encontram em contato com o material OGM, sendo essa
técnica suficiente para garantir que o campo esteja abaixo do limite de 0,9%.
Este autor afirma, ainda, que, para a manutengdo da coexisténcia, ¢ interessante
o uso das areas de refugio, 5% a 10% da area total plantada com material
convencional, ao redor do material OGM, que, nos casos de transgé€nicos
resistentes a insetos, exercem dupla funcdo: gerenciamento da resisténcia de
insetos € manuten¢ao dos limites de contaminagao.

A Resolugdo Normativa n° 4, de 16 de agosto de 2007, estabelece
distdncias minimas para permitir a coexisténcia entre campos OGM e nao OGM.
A distancia entre uma lavoura comercial de milho geneticamente modificado e
outra de milho ndo geneticamente modificado, localizada em area vizinha, deve
ser igual ou superior a 100 m ou, alternativamente, 20 m, desde que acrescida de
bordadura com, no minimo, dez fileiras de plantas de milho convencional de
porte e ciclo vegetativo similares aos do milho geneticamente modificado
(Brasil, 2007). O agricultor que desobedecer a essas regras fica sujeito as
penalidades previstas na Lei n® 11.105/05.

Segundo Paterniani (2006), ndo ha razio para que uma nova tecnologia,
como o milho transgénico, ndo possa conviver com as demais tecnologias,
inclusive com a agricultura orgénica, quando sdo respeitadas as técnicas que
evitam as contaminagdes. Isso ja foi comprovado nos paises que, por varios

anos, mantém a coexisténcia de milhos GM e ndao GM.
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Para analise das contaminagdes entre os campos de producdo existem
varios métodos de detec¢ao. Porém, os mais utilizados e mais seguros sao os
métodos baseados na analise do DNA, como ¢ feito na técnica de PCR, com o
uso de marcadores moleculares, que identificam o evento, podendo, ainda,

possibilitar a quantificagdo da contaminagdo ocorrida.

2.4 Marcadores moleculares

A partir do surgimento dos primeiros produtos geneticamente
modificados surgiu a necessidade do monitoramento e da verificagdo da
presenca desses materiais nas culturas agricolas e nos produtos delas derivados,
o que gerou uma demanda por métodos capazes de detectar, identificar e
quantificar tanto o DNA introduzido quanto a proteina expressa nas plantas
transgénicas. De acordo com a legislagdo para a comercializagdo de organismos
geneticamente modificados, ¢ necessario que esses produtos sejam rotulados
quando mais de 1% do inserto genético estiver presente (Borém e Caixeta,
2009).

Os marcadores moleculares mais utilizados sdo aqueles a base de
proteinas e os que usam o proprio DNA. Ha a necessidade de esses marcadores
serem herdados, pois os de proteina sdo os produtos diretos dos alelos e os
marcadores de DNA sdo os proprios genes ou os seus vizinhos, isto ¢, as
sequéncias de DNA situadas proximas aos genes que se pretende marcar
(Ramalho et al., 2008).

Os métodos analiticos diferem quanto aos procedimentos, sendo a
polymerase chain reaction, ou PCR, um método bastante difundido e que
oferece performance suficiente para detectar OGMs e eventos particulares
derivados de OGMs, empregando-se algumas variacdes nessa tecnologia (Borém

e Caixeta, 2009).
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As técnicas de analise de OGMs estdo em continuas melhorias, no que
diz respeito a acuracia, a confiabilidade e a rapidez. Entretanto, deve ser
salientado que a eficiéncia dessas técnicas pode ser fortemente afetada por
estratégias de amostragens e procedimentos inadequados (Borém e Caixeta,

2009).

2.5 Polymerase Chain Reaction - PCR

A analise de OGM pode ser realizada tanto pela detec¢do do DNA
exogeno inserido quanto pela proteina especifica expressa em plantas
transgénicas. [Essas proteinas sdo facilmente detectadas por testes
imunoenzimaticos (ELISA), que sdo simples, especificos e quantitativos (Elenis
et al., 2008). Contudo, esse tipo de método ¢ insuficiente para detectar a
modificacdo genética se o gene ndo for expresso, ndo produzindo, assim, a
proteina (Miraglia et al., 2004).

Como os OGMs sdo resultados de modificagdes genéticas, os métodos
mais diretos de detecgdo sdo aqueles que objetivam a modificagdo genética em si
(Miraglia et al., 2004).

Atualmente, o método baseado em DNA mais comumente utilizado
envolve a amplificagdo do DNA especifico com a técnica de PCR, sendo a
técnica de PCR em tempo real a tecnologia mais utilizada para a quantificagdo
desse DNA especifico. A quantidade de produto sintetizado durante o PCR ¢
quantificado em tempo real pela fluorescéncia produzida como resultado da
amplificacdo especifica. A PCR em tempo real requer termocicladores especiais
e a adicdo de sondas com fluorescéncias especificas. A quantificacdo ¢ baseada
na fase logaritmica da reacdo de PCR (Miraglia et al., 2004). A PCR em tempo

real quantitativo baseado em fluorescéncia é comumente considerada uma
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técnica simples, estavel e vem se tornando um esteio onipresente na biologia
molecular (Bustin et al., 2010).

PCR em tempo real se diferencia do PCR convencional pela medi¢ao do
produto amplificado do PCR a cada ciclo da reacdo. Ao contrario do PCR
convencional, 0 PCR em tempo real ¢ independente da fase Plateau na curva de
amplificagdo, correspondente a saturacdo da reagdo, levando a uma
quantifica¢do incorreta. Comparada as outras técnicas disponiveis, o PCR em
tempo real possibilita a detecgdo de um acido nucleico alvo de forma rapida,
especifica e bastante sensivel (Bustin et al., 2010; Elenis et al., 2008; Gachon et
al., 2004).

Ingham et al. (2001) demonstraram que a técnica de PCR em tempo real
pode ser aplicada na determina¢do do numero de copias de transgénicos na
cultura do milho, consistindo numa técnica rapida e robusta que pode ser
automatizada e aplicada a um grande nimero de amostras, podendo, assim, ser
agregada a controles de contaminagdo entre culturas OGM e ndo OGMs.

Segundo Jiang et al. (2010), métodos de PCR convencional e em tempo
real podem ser utilizados para a detec¢do de algoddo MONI15985 e seus
derivados, sendo técnicas confiaveis, facilmente executaveis e que podem ser
transferidas entre laboratorios de controle de qualidade.

A principio, a PCR foi desenvolvida para atender a requisitos técnicos
especificos, sendo uma técnica muito sensivel, cujos resultados proporcionados
dificilmente sdo atingidos por outras técnicas classicas. Evidentemente, a técnica
de PCR, principalmente o PCR em tempo real, tem seu uso limitado devido ao
alto custo de suas maquinas e reagentes. No entanto, muito provavelmente, a
crescente adogdo dessa técnica, visto suas grandes vantagens, fard com que se
torne economicamente viavel dentro de algum tempo (Gachon et al., 2004).

Para que os resultados gerados pela PCR sejam realmente confidveis, ¢

de extrema importincia que a amostragem feita anteriormente ao teste seja
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realizada de forma correta. Para isso, varios tipos de amostragem vém sendo

utilizados em trabalhos de fluxo génico.

2.6 Amostragem sistematica

A realizagdo de pesquisas ¢ calcada em questodes relativas as tomadas de
observacdes da realidade, ou seja, obter uma amostra dessa realidade (Ferreira,
2005). Assim, a amostragem deve ser considerada a primeira e mais importante
etapa em processos de medi¢des (Lyn et al., 2007).

Os levantamentos por amostragem permitem obter informagdes a
respeito de valores populacionais desconhecidos, por meio da observacao de
apenas uma parte (amostra) do universo de estudo (populagdo) (Silva, 2001).

A amostragem sistematica ¢ um método de amostragem simples e de
facil execucdo e, por isso, muito aplicado na pratica (Kao et al., 2011). Seu
plano de amostragem ¢ obtido por um critério, pelo qual intervalos regulares de
mesmo tamanho entre unidades da amostra sdo tomados até se compor uma
amostra de tamanho n e toda a extensdo da localizacdo fisica da populacdo
(Ferreira, 2005).

A amostragem sistematica € uma técnica muito utilizada na agricultura,
como, por exemplo, em estudos na area de fitopatologia (Saleh et al., 2010), de
entomologia (Losey et al.,, 2003), no mapeamento de plantas daninhas
(Shiratsuchi et al., 2004; Balestreire e Baio, 2001) e em anélises de solo
(Jimenéz et al., 2011; Molin e Silva Janior, 2003; Molin et al., 2012). Contudo,
o uso dessa amostragem em analises de fluxo génico em milho ainda ¢ escasso.

Segundo trabalho realizado por Vozlie et al. (2010), ao se
desenvolverem métodos de amostragem sistematica, a precisdo e os custos

continuam os mesmo da amostragem aleatéria, mas as vantagens estdo nas
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diretas instru¢cdes para a amostragem, a fim de minimizar a subjetividade e
aumentar a viabilidade.

A amostragem sistematica, algumas vezes, pode ser chamada de
“pseudoamostra aleatdria simples”, devido ao fato de possuirem propriedades
similares as da amostragem aleatoria simples. Porém, a amostragem sistematica
¢ mais simples de ser utilizada em certas situagdes (Henry, 1990).

Apesar de a amostragem sistematica ser semelhante a aleatoria simples,
a coleta de amostras deve ser ordenada. Devem ser seguidos alguns passos para

a realiza¢do da amostragem sistematica, que sao:

a) divide-se o tamanho da popula¢do (N) pelo tamanho da amostra (n),
obtendo-se um intervalo de retirada (k);
b) sorteia-se o ponto de partida;

¢) acadak elementos retira-se uma amostra (Martins, 2006).

Com tudo isso, visando o monitoramento do fluxo génico, a defini¢do do

tipo e do tamanho de amostragem ¢ essencial para um resultado confiavel.
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CAPITULO 2 Analise do fluxo génico em milho sob diferentes tamanhos de
amostras e distdncias de amostragem
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RESUMO

Apesar de, no Brasil, ndo existirem ancestrais selvagens do milho, a
preocupagdo a respeito do fluxo génico entre lavouras convencionais e
transgénicas ¢ real. Assim, objetivou-se, com este trabalho, estimar o fluxo
génico em lavouras comerciais de milho, bem como o estabelecimento de um
tamanho de amostra adequado para estimar a taxa de contaminagdo por
transgénicos nos campos convencionais de milho, utilizando a amostragem
sistematica. As coletas das amostras foram realizadas em campos de produgio
de graos comerciais nos municipios de Itumirim, MG e Madre de Deus, MG, na
safra 2010/2011 e na cidade de Ingai, MG, na safra 2011/2012. Foram coletadas
amostras em cinco distdncias do campo convencional em relagdo ao campo de
transgénicos: 5, 10, 20, 50 e 100 m, com exce¢do do campo amostrado no
municipio de Ingai, onde ndo foram coletadas as amostras na distdncia de 5 m.
Foram também coletados quatro diferentes tamanhos de amostra: 1, 5, 10 e 15
espigas, em quatro repetigdes. ApoOs as coletas, as espigas foram secas,
debulhadas manualmente e retirou-se de cada amostra uma aliquota de 300
sementes, que foram trituradas e prosseguiu-se com a realizacdo do PCR em
tempo real, para a estimagdo do fluxo génico. Ndo houve diferenga estatistica
entre os diferentes tamanhos de amostras analisados nos trés locais amostrados.
Em Itumirim e em Madre de Deus também ndo houve diferenca estatistica entre
as distancias analisadas; ja no campo do municipio de Ingai, as amostras
coletadas na distdncia de 10 m apresentaram maior taxa de contaminagdo com
transgénicos quando comparadas as das outras distancias amostradas. Em todos
os campos amostrados a contaminacdo média ficou abaixo de 1%, limite
estipulado pelo governo, pelo Decreto de Lei 4.680, de 2003, para rotulagem.

Palavras Chave: Coexisténcia. Milho. Contaminacao
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ABSTRACT

Although in Brazil there are no maize wild ancestors, the concern about
gene flow among conventional and transgenic crops is real. Thus, the objective
of this work was to estimate the gene flow in commercial maize farms, as well
as the establishment of an adequate sample size to estimate the contamination
rate by transgenic in conventional maize fields, using systematic sampling. The
samples collections were carried out in fields of grain commercial production in
the Itumirim and Madre de Deus municipalities, both in Minas Gerais state, in
2010/2011 crop and in Ingai, also Minas Gerais state, in 2011/2012 crop.
Samples were collected at five distances in the conventional field compared to
transgenic field: 5, 10, 20, 50 and 100 m, with the exception of the field sampled
in the Ingai municipalitie, where the samples were not collected at the distance
of 5 m. Four different sample sizes were also collected: 1, 5, 10 and 15 spikes, in
four replications. After collection, the spikes were dried, threshed by hand and
withdrew a portion of 300 seeds of each sample, which were mashed and
proceeded with the implementation of real-time PCR for the gene flow
estimation. There was no statistical difference among the different samples sizes
analyzed at the three sites. In [tumirim and Madre de Deus also no statistical
difference observed among the distances analyzed; the samples collected in
Ingai field in a distance of 10 m had a higher contamination rate with transgenics
when compared to other sampled distances. In all fields sampled, the average
contamination was below 1% limit stipulated by the government, Decree Law
4.680, of 2003, for labeling.

Key words: Coexistence. Maize. Contamination.
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1 INTRODUCAO

O fluxo génico entre plantas convencionais e transgénicas vem sendo
um dos assuntos mais abordados pela sociedade cientifica, como ameaga a
pureza genética em graos e sementes.

Apesar de, no Brasil, ndo existirem ancestrais selvagens do milho, ha a
possibilidade de ocorréncia de fluxo génico vertical entre cultivares da mesma
espécie. Para garantir a coexisténcia, o governo publicou a Resolu¢do Normativa
n® 4, da Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), de 16 de
agosto de 2007, que estabelece as distdncias minimas de isolamento a serem
mantidas entre cultivos comerciais de milho geneticamente modificado e
cultivos de milho convencionais, para permitir a coexisténcia entre os diferentes
sistemas de produ¢do no campo (Brasil, 2007). Essa resolucdo estabelece que a
distancia entre uma lavoura de milho geneticamente modificada e outra de milho
convencional deve ser igual ou superior a 100 m, com a alternativa de 20 m,
desde que acrescida de uma bordadura com, pelo menos, 10 linhas de milho
convencional com porte e ciclo similares aos do milho geneticamente
modificado (Monsanto, 2008).

Para garantir também o poder de escolha dos consumidores, no Brasil, o
Decreto-Lei n°® 4.680, de abril de 2003, regulamenta o limite de 1% de
transgénicos em alimentos para que se faca a rotulagem do mesmo (Brasil,
2003).

A utilizagdo de marcadores moleculares em contrapartida aos
marcadores morfologicos, que eram utilizados no comeco dos estudos, propiciou
uma estimativa mais adequada da troca de polen entre as diferentes cultivares.
Contudo, alguns percalgos ainda t€ém dificultado essa estimativa e um deles ¢ a

escolha da técnica de amostragem mais adequada a ser utilizada. A utilizagao do
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método de amostragem correto e do tamanho de amostra necessario nem sempre
¢ realizado, prejudicando o resultado do estudo.

A amostragem sequencial vem ganhando a ateng¢do dos pesquisadores
pelo seu potencial de redugdo de custos, devido a possibilidade de diminui¢ao do
tamanho de amostra a ser utilizada (Nascimento et al., 2012). Porém, um método
sistematizado faz-se necessario no Brasil, pois a utilizacdo de uma unica
metodologia seria interessante no sentido de obter a homogeneidade de
resultados, principalmente quando se trata de amostragem em campos de
producao.

Assim, objetivou-se, com este trabalho, a determinacdo do fluxo génico
em milho utilizando a amostragem sistematica, bem como o estabelecimento de
um tamanho de amostra adequado para estimar a taxa de contaminagdo por

transgénicos em campos convencionais de milho.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem sistematica

As coletas das amostras de milho foram realizadas em campos de
producdo de graos nos municipios de Itumirim, MG e Madre de Deus, MG, na
safra 2010/2011 e na cidade de Ingai, MG, na safra 2011/2012. Foi observado o
ciclo dos hibridos transgénicos e convencionais, a fim de assegurar o
sincronismo de florescimento entre eles para garantir a possibilidade de
ocorréncia do fluxo génico.

Foi analisado o fluxo génico entre hibridos convencionais e transgénicos
com evento Herculex (TC1507), da empresa Dow Agroscience, que tem
tolerancia ao herbicida glufosinato de amdnio e resisténcia a insetos da ordem
Lepdoptera, nas cidades de Madre de Deus e Itumirim. Ja na cidade de Ingai,
foram coletadas amostras para estimativa de fluxo génico entre o hibrido
convencional e transgénico, este ultimo possuindo o evento VT-Pro
(MON89034), da empresa Monsanto do Brasil, que tem resisténcia a insetos da
ordem Lepdoptera. Na Tabela 1 sdo apresentados os hibridos que foram

utilizados em cada local e seus respectivos ciclos.

Tabela 1 Hibridos utilizados no estudo do fluxo génico em milho

Local Hibrido GDU*
Ttumirim 2B707 890
2B707Hx 890
2B587Hx 815
Madre de Deus RB9108 R45
Ingai DKB390Pro 845
DKB175 852

*Unidade de graus dias
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Foram coletadas amostras em cinco distancias do campo convencional
em relagdo ao campo de transgénicos, 5, 10, 20, 50 e 100 m, com excecao do
campo amostrado na cidade de Ingai, onde foram coletadas amostras em quatro
distancias, pois houve impossibilidade de realizar coleta na distincia de 5 m,
devido a separacdo dos campos, que foi feita por meio de uma estrada de 10 m
de largura. A distdncia maxima de amostragem escolhida foi baseada na
Resolu¢dao Normativa n° 4, da CTNBio, de 2007, que estabelece 100 m como
padrao de isolamento para a garantia de coexisténcia. Foram também coletados
quatro diferentes tamanhos de amostra, 1, 5, 10 e 15 espigas. Foram realizadas
quatro repeticdes no campo, resultando, entdo, em 80 amostras por campo de
producdo em Itumirim e em Madre de Deus e 64 amostras no campo de
producao em Ingai.

As amostras foram coletadas tragando-se linhas de 100 m de extensdo
em cada uma das distancias de amostragem analisadas (5, 10, 20, 50 ¢ 100 m).
Como foram realizadas quatro repetigdes, a cada 25 m desta linha coletaram-se
as amostras de 1, 5, 10 e 15 espigas, aleatoriamente, em cada um dos quatro
pontos de amostragem de cada distdncia. Esse procedimento foi repetido nas
cinco distdncias amostradas nos campos nos municipios de [tumirim ¢ Madre de
Deus (Figura 1) e nas quatro distdncias de amostragem utilizadas no campo de

Ingai.
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Figura 1 Croqui da amostragem realizada no campo de Itumirim e de Madre de
Deus, MG

A cidade de Itumirim situa-se no sul de Minas Gerais, a 21° 19' 01" de
latitude Sul e 44° 52' 16" de longitude Oeste, sendo uma regido montanhosa, a
altitude de 870,56 m. O clima ¢é de transi¢do entre Cwa e Cwb, de acordo com a
classificagdo climatica de Koppen (Antunes, 1986 citado por Loschi et al.,
2011), em que Cwa ¢ caracterizado como mesotérmico, com inverno seco e
verdo chuvoso, no qual a temperatura média do més mais frio ¢ inferior a 18 °C
¢ a do més mais quente é superior a 22 °C, enquanto, no Cwb, a temperatura
média do més mais quente ¢ inferior a 22 °C (Loschi et al, 2011). A
precipitacdo média anual ¢ de 1.530 mm e a umidade relativa média anual ¢ de
76% (BRASIL, 1992 citado por Pereira et al., 2010).

Madre de Deus localiza-se na regido centro-sul de Minas Gerais, a 21°
28’ 58" de latitude Sul e 44° 19 '48" de longitude Oeste, a altitude de 990 m. O
clima, de acordo com a classificacdo climatica de Koppen, ¢ do tipo Cwb-
mesotérmico, com temperatura média anual de 19,2 °C, com méximas mensais

de 26,1 °C e minimas mensais de 13,7 °C (Gavilanes et al., 1992). A precipitacio
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média anual ¢ de 1.517 mm, sendo que 93% das chuvas ocorrem entre outubro e
abril (Oliveira-Filho et al. 1994 citado por Guilherme e Ressel, 2001).

Ingai localiza-se a 21° 14’ 59 de latitude Sul e a 44° 59’ 27’ de
longitude Oeste, entre 1.000 e 1.250 m de altitude (Junior et al., 2010). O clima
da regido, segundo o Sistema de Classificagdo Climatica de Képpen, enquadra-
se no tipo Cwb (mesotérmico com verdes brandos e chuvosos ¢ estiagem de
inverno), com precipitagdo média anual de 1.411 mm e com periodos de chuvas
irregulares, predominantes no verao. A temperatura média anual ¢ de 19,3 °C, e
as médias registradas nos meses mais quentes (verdo) estdo entre 21,2 °C e 21,9
°C e, nos meses mais frios (inverno), de 15,6 °C e 14,4 °C (Junior e Junior, 2009
citados por Campos et al., 2011).

Apobs as coletas, as espigas foram transportadas para o Laboratério
Central de Sementes da UFLA, onde foram submetidas & secagem, a 35 °C, até
os graos atingirem o teor de d4gua de 14%. A debulha foi realizada manualmente
e os graos foram acondicionados em sacos de papel e armazenados em cdmara

fria regulada a 10£2 °C e 75% UR<+5, até as analises.

2.2 PCR em tempo real

Para a quantificagdo das taxas de contamina¢do com transgénicos, foi
realizado o teste de PCR em tempo real, no Laboratorio Central do Setor de
Sementes da Universidade Federal de Lavras, devidamente habilitado (conforme
os requisitos da NBR ISO/IEC 17025:2005 e as normas estabelecidas pela
CTNBio para a manipulagio de OGMs) e credenciado no MAPA para a
execugdo de tais analises.

Apés a debulha e a homogeneizacdo dos grdos, amostrou-se uma
aliquota de 300 graos, conforme estudo prévio realizado por Nascimento et al.

(2012), que estabeleceram a quantidade de 300 sementes como tamanho de
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amostra necessaria para a identificagdo de, no minimo, 1% de contaminagdo. As
sementes foram trituradas em liquidificador até a obtengdo de um pé fino e, em
seguida, procedeu-se a extragdo do DNA das amostras a serem analisadas e
daquelas que foram utilizadas como material de referéncia utilizando o reagente
PrepMan® (Applied Biosytem), conforme recomendacdes do fabricante.

Como material de referéncia para a determinacdo do porcentual de
OGMs nas amostras, foram utilizados os padrdes de referéncia certificados
(CRM), produzidos pelo Institute for Reference Materials and Measurement
(IRMM). Foram utilizadas amostras com 0,0%, 0,1%, 0,5%, 1,0%, 2,0% e 5,0%
(p/p) de milho MON&9034 e 0,0%, 0,1%, 1,0% e 10,0% (p/p) de milho TC1507.

Apos a extracdo do DNA, realizou-se a reacdo em triplicata das amostras
utilizando-se o kit TagMan GMO Maize 35S Detection Kit para os alvos CaMV
35S (promotor) e zeina (referéncia endogena), para volume final de 25 pL.

A reagdo foi entdo amplificada no equipamento ABI PRISM® 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems), com a utilizagdo do ciclo de
amplificacdo de 9 minutos, a 95 °C e 40 ciclos de 20 segundos, a 95 °C; 1
minuto, a 60 °C e 30 segundos a 72 °C. A leitura da curva de amplificacdo foi
feita em tempo real, pelo mesmo aparelho.

Os dados foram analisados por meio do software v.2.0.1, do sistema
7500 de PCR em tempo real (Applied Biosystems), utilizado na quantificagao
absoluta pelo método do ACt (Threshold cycle). Em seguida, os resultados foram
exportados para um arquivo Excel, onde foram realizadas as analises dos
resultados. O célculo da porcentagem de OGM nas amostras foi realizado
seguindo o método de Ct (aumento exponencial do produto de PCR) do gene
35S e do controle enddgeno (zeina) que, quando subtraidos, tém como resultado
o ACt (Ct 35S — Ct zeina). Apos o céalculo do ACt de cada amostra, foi feita a
média entre os ACts das triplicatas e calculado o desvio padrdo entre elas. Foi

realizada, entdo, a analise de regressdo linear na escala logaritmica dos ACts dos
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padrdes de referéncia. A porcentagem de OGM de cada amostra foi, entdo,
inferida a partir da curva dos padrdes de referéncia.

Foi realizada analise de variancia nos dados obtidos, utilizando-se o
programa estatistico SAS®. O delineamento experimental considerado foi de
blocos casualizados com esquema fatorial 5x4 (5 distancias — 5, 10, 20, 50 ¢ 100

m e 4 tamanhos de amostra — 1, 5, 10 e 15 espigas), com 4 repeticdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Itumirim safra 2010/2011

Nao houve diferenca nas contaminacgoes nas diferentes distancias, nos
diferentes tamanhos de amostra ¢ na intera¢do entre eles nas amostras coletadas

no municipio de Itumirim, na safra 2010/2011.

Tabela 2 Estimativa de porcentagem média de contaminacdes detectada nas
diferentes distdncias no municipio de Itumirim, MG, safra 2010/2011

Distancias (m) Médias % de contaminac¢des
5 0,00 a
10 0,00 a
20 0,00 a
50 0,10a
100 0,00 a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste f, a 5% de
significancia.

Tabela 3 Estimativa de porcentagem média de contaminagdes detectada nos
diferentes tamanhos de amostras, no municipio de [tumirim, MG, safra

2010/2011
Tamanho de amostra (espigas) Médias % de contaminacdes
1 0,02 a
5 0,00 a
10 0,01 a
15 0,05 a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste f, a 5% de
significancia.

Um dos fatores que podem ter influenciado a baixa taxa de fecundacdo
cruzada nesse terreno ¢ a dire¢do dos ventos. Hoylee Cresswell (2007),
estudando o efeito do vento na polinizagdo cruzada de varias espécies, inclusive
no milho, verificou que sua direcdo e velocidade, no momento do florescimento,
tém forte influéncia nas taxas de contaminag¢ées, variando entre locais e€ nos

mesmos locais, variando entre 0os anos.
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A contaminagdo em pontos mais distantes no campo convencional,
como na distancia de 50 m, foi devido ao acaso, pois ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre as diferentes distancias analisadas. Essa
contaminagdo pode ter sido influenciada pela presenca de fatores incomuns de
contamina¢do no campo, como rajadas de ventos no periodo de florescimento
(Bannert e Stam, 2007; Vogler et al., 2009).

Outra fonte de contaminacdo que deve ser ressaltada em campos de
producdo de griaos é a presenca de plantas atipicas na area, o que pode ter
causado a baixa contaminagdo (Palaudelmas et al., 2009). A presenga de
sementes remanescentes de safras anteriores, por exemplo, pode originar plantas
transgénicas que causam baixas taxas de contaminacdo devido ao seu menor
poder de competi¢do frente ao outro hibrido presente no campo. Além disso, as
sementes de milho compradas como convencionais podem ter contaminagdes
com transgé€nicos, visto que testes que comprovem a pureza genética das
mesmas ndo sdo obrigatdrios para a comercializagdo de sementes no Brasil.

A disposigdo e o tamanho dos campos no municipio de Itumirim podem

ser mais bem visualizados na Figura 2.

2B707 2B707Hx
(Convencional) (Transgénico)
4 ha 3 ha

Figura 2 Croqui da localizagdo do campo convencional no municipio de
Itumirim, MG, 2011.

A contaminac¢do média observada em Itumirim foi de 0,02%. Esse baixo
valor de contaminag@o pode ser explicado pela jungdo de uma série fatores que
dificultaram a polinizagdo cruzada nesse local, como topografia do terreno e

direcdo dos ventos.
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Na Figura 3 pode ser observado o comportamento de contaminagdo das

plantas convencionais com pdlen transgénico.

1.0
I 0.0
0.8 —Yy
[ 0.6
0.6 —

Contaminacéo (%)

Figura 3 Médias do fluxo génico detectadas nas diferentes distdncias e tamanhos
de amostras, na cidade de Itumirim, safra 2010/2011.

3.2 Madre de Deus, safra 2010/2011

Na cidade de Madre de Deus houve maior variacdo nas taxas de
contaminagdes nas diferentes distancias analisadas, o que pode ser devido a
localizacdo do campo de milho convencional, que se encontrava entre dois
campos transgénicos, sendo uma area de refiigio do produtor, com influéncia de
polen transgénico em suas duas extremidades (Figura 4). Na técnica de PCR em

tempo real utilizada identifica-se somente o gene promotor utilizado na insergao
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(CaMV358S), ndo sendo possivel o conhecimento da origem da contaminagdo.
Contudo, nao houve diferenga estatistica significativa entre as distdncias e o

tamanho de amostra nesse campo.

Herculex Convencional VTPro
(2B587) (RB9108)
15 ha 20 ha (AG8061PRO)

Figura 4 Croqui da localiza¢do do campo convencional no municipio de Madre
de Deus, MG, 2011.

No campo de Madre de Deus, a drea plantada com transgénico era bem
maior que a area plantada com material convencional, o que pode também ter
influenciado os resultados observados. Palaudelmas et al. (2012), estudando a
influéncia do tamanho dos campos doadores e receptores de pdlen, verificaram
que a duplica¢do no tamanho da campo doador resultou em acréscimo de 7% no
conteuido de OGM no campo receptor. A pressio de polen exerce forte
influéncia nas polinizagdes cruzadas (Goggi et al.,, 2007) e, sendo assim, ¢
importante frisar que praticamente toda a drea no entorno do campo
convencional foi cultivada com hibridos transgénicos de milho, na safra
2010/2011.

Kawashima et al. (2011), analisando a fecundacdo cruzada em trés
safras, observaram que as taxas de fecundagcdo nd3o ocorriam de forma
homogénea e que a distribui¢do das contaminagdes produziu ilhas isoladas com
altas taxas de contaminagdes e, mesmo em locais distantes do campo doador, a

fecundagdo cruzada ndo ocorre espacialmente de forma homogénea.
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Mesmo com a grande variabilidade de contaminagdes observadas ao
longo das distdncias, ndo houve diferencas significativas entre as médias
observadas nas distancias, nos tamanhos de amostra e também na interacdo entre

eles, como pode ser observado nas Tabelas 4 ¢ 5.

Tabela 4 Estimativa de porcentagem média de fecundagao cruzada detectada nas
diferentes distancias no municipio de Madre de Deus, MG, safra

2010/2011
Distancias (m) Médias % de contaminagdes
5 0,22 a
10 0,14 a
20 0,09 a
50 0,39 a
100 0,19a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste f, a 5% de
significancia.

Tabela 5 Estimativa de porcentagem média de fecundacgdo cruzada detectada nos
diferentes tamanhos de amostras no municipio de Madre de Deus,
MG, safra 2010/2011

Tamanho de amostra (espigas) Médias % de contaminac¢des
1 0,20 a
5 0,15a
10 0,33a
15 0,15a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

O comportamento das contaminag¢des ao longo do campo convencional,
considerando os diferentes tamanhos de amostras, pode ser observado no grafico

da Figura 5.
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Contaminacio (%)

Figura 5 Médias do fluxo génico detectadas nas diferentes distancias e tamanhos
de amostras, na cidade de Madre de Deus, MG, safra 2010/2011.

A média geral de contaminagdo no campo amostrado em Madre de Deus
foi de 0,21%, bem abaixo de 1%, que determina a rotulagem de materiais

convencionais como contendo tracos de transgénicos.

3.3 Ingai, safra 2011/2012

As observacdes geradas no campo de Ingai foram as mais consistentes,

quando comparadas aos dados observados em estudos de fluxo génico em todo o
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mundo, ou seja, foram constatadas maiores contamina¢des em menores
distancias.

No caso desse local, especificamente, ndo foi possivel realizar a coleta
de amostras na distdncia de 5 m, pois os dois campos, convencional e
transgénico, estavam divididos por uma estrada de 10 m de largura. Desse modo,
a menor distdncia possivel para a realizacdo de amostragem foi de 10 m do
campo convencional em relacdo ao campo transgénico, como pode ser mais bem

visualizado na Figura 6.

Estrada
VTPro Convencional
(DKB390PRO) “Tom > (DKB175)
4 ha 6 ha

Figura 6 Croqui da localizagdo do campo convencional no municipio de Ingai,
Minas Gerais, 2011

Foi observada diferenca significativa das contaminag¢des em relagdo as
distdncias de amostragem, porém, ndo houve diferenga estatistica entre os
diferentes tamanhos de amostras analisadas (Tabelas 6 ¢ 7). Também nao foi

observada interacdo entre os dois fatores analisados.

Tabela 6 Estimativa de porcentagem média de fecundag@o cruzada detectada nas
diferentes distancias no municipio de Ingai, MG, safra 2011/2012

Distancias (m) Médias % de contaminagdes
10 0,77 a
20 0,00b
50 0,02b
100 0,00 b

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.
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Tabela 7 Estimativa de porcentagem média de fecundagdo cruzada detectada nos
diferentes tamanhos de amostras no municipio de Ingai, MG, safra

2011/2012
Tamanho de amostra (espigas) Médias % de contaminac¢des
1 0,19a
5 0,21a
10 0,16 a
15 0,23 a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste f, a 5% de
significancia.

As contaminagdes em campos de milho convencionais nas proximidades
do campo transgénico ja eram esperadas, tendo em vista a dispersao do pdlen,
que se d& por poucos metros, em condigdes normais de vento, temperatura e
umidade. Sendo assim, a frequéncia de pdlen advindo do fluxo génico dos genes
transgénicos para convencional diminui significativamente com o aumento da
distancia (Zhang et al., 2011). Viaud et al. (2008) observaram que a maioria do
poélen do doador se deposita nos primeiros 10 m, no campo do receptor.
Nacimento et al. (2012), estudando também o fluxo génico em milho,
observaram que 82% das contaminagdes ocorreram nos primeiros 30 m de
distancia.

Na maioria dos campos analisados em varias pesquisas, pode-se
constatar que existe correlagdo negativa entre a distancia e a fecundagao cruzada
(Riesgo et al., 2010), decrescendo exponencialmente com o aumento da
distancia entre o receptor e o doador de polén (Goggi et al., 2006; Kawashima et
al., 2011).

Kawashina et al. (2011), estudando o efeito do ambiente na taxa de
fecundagdo cruzada em milho, observaram que essa taxa tende a decrescer
exponencialmente em fun¢do da distancia do campo receptor em relagdo ao
campo doador. Porém, ela ndo atinge 0% de contaminagdo, mesmo em pontos

distantes de 800 m do campo transgénico.
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Em experimento no qual foi utilizado método sistematico aleatorizado,
Sustar-Vozlic et al. (2010) observaram que as maiores contaminagdes foram
observadas na distancia de 10 m do campo receptor em relagdo ao campo
doador, quando comparada a outra distancia analisada, que foi de 25 m.

Outro fator a ser considerado ¢ a separacdo das duas areas de milho, que
era feita por uma estrada rural de, aproximadamente, 10 m. Sabe-se que o
isolamento com areas sem vegetacdo, ou seja, sem nenhuma barreira, tende a
facilitar a troca de polen entre os campos (Riesgo et al., 2010).

A contaminagdo média em Ingai foi de 0,20%, bem proximo a
contaminagdo média de Madre de Deus e bem abaixo do limite de 1%
estabelecido pelo Decreto 4.680, de 2003, para rotulagem de alimentos. O

padrdo de contaminag@o observado no campo esta representado na Figura 7.
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Figura 7 Médias do fluxo génico detectadas nas diferentes distancias e tamanhos
de amostras, na cidade de Ingai, MG, safra 2011/2012.

3.4 Andlise conjunta

Foi realizada a andlise de varidncia conjunta entre os trés campos
estudados. Houve interacdo significativa entre locais e distancias e todas as
outras interagdes entre os fatores envolvidos ndo foram significativas.

Pelo teste de médias, fixando-se o fator distdncia, foi observada
diferenca estatistica somente na distancia de 10 m, em que, no campo localizado

em Ingai, houve maior taxa de contaminagdo, como apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8 Estimativa de porcentagem média de contaminagdes detectada nas
diferentes distancias: locais

Distancias (m)

Local 5 10 20 50 100

Itumirim 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,10 aA 0,00 aA
Madre Deus 0,22 aA 0,14 bA 0,09 aA 0,39 aA 0,19 aA
Ingai 0,77 aA 0,00 aB 0,02 aB 0,00 aB

As médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

No teste de médias realizado, fixando-se o fator local, houve diferenga
significativa somente em Ingai, tendo a contamina¢@o observada na distancia de
10 metros sido maior, como se observa nos dados da Tabela 8.

A diferenga encontrada entre os campos nas diferentes localidades era
esperada, visto que o nivel de contaminagdo ¢ muito varidvel, devido as
peculiaridades da regido, a velocidade e a direcdo dos ventos, ao sincronismo de
florescimento entre os hibridos analisados e também a pressdo de pdlen entre os
hibridos, ao tamanho dos campos convencionais em relagdo aos transgénicos ¢
as distancias entre os campos (Della Porta et al., 2008; Galeano et al., 2010;
Goggi et al., 2007; Hoyle et al., 2007; Palaudelmas et al., 2012; Viaud et al.,
2008;). Com isso, a ado¢do de padrdes rigidos de isolamento torna-se deficiente,
haja vista o grande niumero de variaveis que podem alterar o fluxo génico.

Varios autores sugerem que sejam adotados padrdes especificos para
cada regido, levando também em consideragdo outras formas de isolamento,
como o temporal, que pode ser uma importante ferramenta na diminuig¢do dos
niveis de contaminagdo (Devos et al., 2008; Hoyle et al., 2007; Le Bail et al.,
2010; Viljoen e Chetty, 2011). O isolamento temporal faz com que ocorra uma
falta de sincronismo no florescimento, sincronismo esse que também pode ser
evitado com a utiliza¢do de hibridos com diferentes ciclos (Bannert et al., 2008;

Della Porta et al., 2008).
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Barreiras de pdlen também podem evitar de maneira significativa o
fluxo génico, apresentando melhores resultados quando comparadas a
isolamentos com area sem cobertura vegetal. Melhores resultados podem ser
ainda obtidos utilizando-se hibridos de milho convencionais com alta pressao de
polen na barreira de isolamento (Goggi et al., 2006).

A ndo observancia de diferenca estatistica entre os diferentes tamanhos
de amostras pode ser explicada pelos baixos valores de contaminagdes
encontrados em todos os campos analisados.

O mais importante acerca da discussd@o sobre métodos eficientes de
isolamento ¢ a manutencdo da possibilidade de coexisténcia entre materiais

convencionais e transgénicos, atendendo as exigéncias de diferentes mercados.
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4 CONCLUSOES

As porcentagens médias de contaminagdes de eventos transgénicos em
lavouras de milho convencional foram muito baixas, sempre inferiores a 1%,
independente da distancia de amostragem, do local considerado e do tamanho de
amostra.

Em fun¢do da baixa magnitude de fluxo génico detectado neste trabalho,
ndo ¢ possivel afirmar qual o tamanho de amostra adequado para a determinagao

do fluxo génico.
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CAPITULO 3 Detecgdo de eventos transgénicos de milho por meio do teste
de tiras imunocromatograficas e do PCR convencional
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RESUMO

Com o crescimento do mercado de transgénicos, fazem-se necessarias
metodologias rapidas e economicamente vidveis para a realizagdo dos testes para
a deteccdo de transgenes, tanto para a identificacdo de contaminacdo em
sementes quanto em grdos, para fins de comercializagdo. O trabalho foi
realizado no Laboratério Central de Sementes da Universidade Federal de
Lavras. Foram utilizadas sementes de cultivares comerciais de milho GNZ 2004
convencional, VT-Pro (MON89034), Round up Ready - RR (NK603) e
Herculex (TC1507). Com a finalidade de simular diferentes niveis de
contaminagdo, sementes transgénicas (VT-Pro, RR e Herculex) foram
misturadas as sementes convencionais, nos niveis de 0,2%, 0,4%, 1,0% ¢ 1,6%,
para VT-Pro e 0,2%, 0,5%, 0,8% e 1,2%, para RR e Herculex. Foram separados
o endosperma e o embrido das sementes de milho, depois de elas terem sido
embebidas, por 5 horas, em agua. O teste de tiras foi realizado em semente
inteira (SI), endosperma (E) e embrido (EE). Para a avaliacdo da especificidade
da técnica na detec¢do do evento TC1507, nome comercial Herculex, da
empresa Bayer Cropscience, por meio da técnica de PCR convencional, foram
utilizadas, como controle negativo, sementes do hibrido comercial de milho
GNZ 2004 e, como controle positivo, o hibrido de milho 2B655Hx da empresa
Dow Agroscience. Com a finalidade de simular diferentes niveis de
contaminagdo, sementes transgénicas (TC1507) foram misturadas as sementes
convencionais, nos niveis de 1 em 10 (10%), 1 em 20 (5%), 1 em 100 (1%), 1
em 200 (0,5%) e 1 em 1000 (0,1%). Sementes de cada amostra foram trituradas
em moinho refrigerado e, em seguida, foi realizada a extragdo do DNA, pelo
método CTAB 2%. Utilizando-se a tira imunocromatografica, foi possivel
avaliar a expressdo de proteinas referente aos eventos VT-Pro, RR e Herculex,
quando da utilizacdo de sementes inteiras com niveis de contaminagdo de 0,2%
e, independente do evento analisado pelo teste da tira imunocromatografica e do
nivel de contaminagao testado, o melhor material para a detecg¢@o dos eventos foi
a semente inteira. Foi possivel, pela técnica de PCR convencional, detectar o
evento TC1507 em amostras com 1% de contaminagao.

Palavras Chave: Testes Rapidos. Contaminagao. Especificidade.
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ABSTRACT

With the growing of transgenic market, are necessary fast methodologies
and economically viable for the tests for the transgenes detection, both for the
contamination identification in seeds and grains, for marketing purposes. The
work was performed at the Central Laboratory of Seeds - UFLA. Seeds of
commercial maize cultivars were used GNZ 2004 conventional, and transgenics
VT-Pro (MON89034), Round up Ready (NK603) and Herculex (TC1507) were
used. In order to simulate different contamination levels, transgenic seeds (VT-
Pro, Round up Ready and Herculex) were mixed to conventional seeds in levels
of 0.2%, 0.4%, 1.0% and 1.6%, for VT-Pro and 0.2%, 0.5%, 0.8% and 1.2% for
Round up Ready and Herculex. The endosperm and the embryo were separated
from the corn seeds, after they have been embedded for 5 hours in water. The
lateral flow membrane strip test was performed in whole seed (WS), endosperm
(E) and embryo (EE). For the evaluation of the technique specificity in the event
detection TC1507, Herculex trade name from Bayer CropScience, by
conventional PCR were used as negative control, seeds of commercial maize
hybrid GNZ 2004 and as positive control, the mayze hybrid 2B655Hx from Dow
Agroscience. In order to stimulate different contamination levels, transgenic
seeds (TC1507) were mixed to conventional seeds at levels of 1 in 10 (10%), 1
in 20 (5%), 1 in 100 (1%), 1 in 200 (0.5%) and 1 in 1000 (0.1%). Seeds from
each sample were crushed in refrigerated mill, and then was performed DNA
extraction by CTAB 2% method. Using the lateral flow membrane strip, it was
possible to evaluate the expression of proteins related to the events VT-Pro,
Round up Ready and Herculex, when whole seeds were used, in contamination
levels of 0.2% and independent of analyzed event by the lateral flow membrane
strip test and the contamination level tested, the best material for the events
detection was the whole seed. It was possible, by conventional PCR, detect the
event TC1507 in samples with 1% of contamination.

Key words: Fast Tests. Contamination. Specificity.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2011, foram cultivados 160 milhdes de hectares de lavouras
com culturas transgénicas no mundo, com crescimento de 12 milhdes de
hectares em relacdo ao ano de 2010 (James, 2012).

O cenario de crescimento da adocdo da tecnologia ndo poderia ser
diferente no Brasil, que é o segundo pais do mundo em area plantada com OGM.
Em 2011, foram cultivados, no Brasil, 30,3 milhdes de hectares de lavouras
transgénicas, com crescimento de 20% em relacdo a 2010, confirmando seu
lugar no ranking dos paises que mais utilizam a tecnologia dos organismos
geneticamente modificados, ficando atras somente dos Estados Unidos, que
cultivaram 69 milhdes de hectares. Dos 30,3 milhdes de hectares de lavouras
OGM no Brasil, 9,91 milhdes foram cultivados com milho OGM, o que
correspondeu a 64,9% de toda area plantada com milho no pais (James, 2012).

Com o crescimento do mercado de transgé€nicos, ¢ necessario o
desenvolvimento de metodologias rapidas e economicamente viaveis para a
realizagdo dos testes para a detecgdo de transgenes, tanto para a identificacdo de
contaminag¢do em sementes quanto em graos para fins de comercializagdao. As
técnicas que tém sido mais utilizadas para o diagnéstico da presenga de
transgenes s3o a imunocromatografia, que consiste em uma metodologia
simples, que nao necessita de aparelhos especificos e de mado de obra
especializada ¢ a PCR, que identifica no genoma da planta a presenga do gene
exdgeno, sendo uma técnica bastante difundida em todo o mundo.

A tira imunocromatografica ¢ um método de deteccdo indireto, pois por
meio dela ¢ identificada a proteina produzida pelo gene e ndo o gene em si,
sendo também um teste em que se identifica, geralmente, a presenca ou a

auséncia dessa proteina.
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A detecgdo da proteina proveniente da transformagao genética utilizando
a tira imunocromatografica ¢ baseada em um complexo de anticorpos fixados a
tira que sdo capazes de reconhecer essa proteina. A tira possui anticorpos
especificos para a proteina e estes sdo acoplados a um reagente colorido e
incorporados a ela. Esse complexo anticorpo-corante se liga, entdo, as proteinas-
alvo. Quando a tira entra em contato com o extrato que contenha a proteina,
forma-se um complexo proteina-anticorpo. Este complexo colorido flui por
capilaridade através da tira, que tem duas zonas de captura, uma especifica para
a proteina alvo e a outra especifica para o anticorpo de detec¢do. O anticorpo de
deteccdo, que ndo se liga a proteina, continua fluindo em diregdo a parte superior
da tira. A presenca de apenas uma linha, linha de controle, na membrana, indica
um resultado negativo, enquanto o aparecimento duas linhas indica que a
amostra ¢ positiva. Nesse teste, o resultado ¢ observado rapidamente, no tempo
de 5 a 10 minutos (Nascimento et al., 2012).

O teste de tiras apresenta vantagens, desde que sejam considerados os
fatores que podem interferir no resultado do mesmo, a exemplo do nivel de
expressao da proteina em sementes e graos. Em milho, os tecidos das sementes
tém diferentes niveis de ploidia. O embrido ¢ 2n, sendo metade proveniente do
pai e metade da mae; o endosperma ¢é 3n, em que 2n é proveniente da mae ¢ In
do pai, e o tegumento ¢ 2n, tecido materno derivado do 6vulo. Assim, o nivel de
expressao dessas proteinas pode ser influenciado pelo parental no qual o gene foi
inserido e, por consequéncia, influenciar na detec¢do do evento (International
Seed Testing Association - ISTA, 2009).

Contudo, os testes baseados em proteinas ndo sdo indicados em casos
em que a proteina, por algum motivo, ndo estd sendo expressa no tecido vegetal
mas o gene exdgeno esteja presente em seu genoma. Nesses casos em que ha a
necessidade de analisar diretamente o gene inserido, a PCR tem sido a técnica

mais utilizada, entre todas as outras baseadas em DNA (Marmiroli et al., 2008).
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A analise de OGM por meio da técnica de PCR necessita da presenga de
pelo menos dois pares de primers: um que identifica um gene constitutivo da
espécie e outro que identifica o gene especifico introduzido pela transformagao
genética (Elenis et al., 2008). O controle endogeno permite controlar a eficiéncia
da reacdo; quando este ¢ amplificado, tem-se a confirmacao de que a reacdo esta
ocorrendo corretamente. O primer especifico do evento indica a presenca do
gene transgénico no genoma analisado. Na PCR convencional ¢ analisada a
presenga do gene qualitativamente, por meio da presenga ou da auséncia do
mesmo (Gryson, 2010), assim como na tira imunocromatografica.

O mais importante quando se utiliza um novo primer na rotina de um
laboratorio ¢ o conhecimento de sua sensibilidade e saber se esta atende aos
padrdes desejados. Levando em consideracdo a legislacdo brasileira vigente para
grdos, o primer deve ser capaz de identificar pelo menos 1% de contaminag@o
por transgénico no material convencional, pois a rotulagem de alimento tem esse
percentual como limite para a identificagdo de produtos que contenham tragos de
transgénicos.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a deteccdo da
expressdo de proteinas do evento VT-Pro em lotes de grdos de milho contendo
os niveis de contaminag¢ao de 0,2%, 0,4%, 1,0% e 1,6% e de 0,2%, 0,5%, 0,8% e
1,2%, para os eventos RR e Herculex no endosperma, no embrido ¢ na semente
inteira. Objetivou-se também verificar a sensibilidade do primer para a
identificagdo do evento TC1507 em sementes de milho, utilizando os niveis de

contaminagao de 0,1%, 0,5%, 1,0%, 5,0% ¢ 10%.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Teste de tiras imunocromatograficas

O trabalho foi realizado no Laboratério Central de Sementes da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG, devidamente habilitado,
conforme os requisitos da NBR ISO/IEC 17025:2005 e credenciado no MAPA
para analise de sementes transgénicas. Foram utilizadas sementes de cultivares
comerciais de milho GNZ 2004 convencional, VT-Pro (MON&9034), Round up
Ready - RR (NK603) e Herculex (TC1507). Com a finalidade de simular
diferentes niveis de contaminacdo, sementes transgénicas (VT-Pro, RR e
Herculex) foram misturadas as sementes convencionais, nos niveis de 0,2%,
0,4%, 1,0% e 1,6%, para VT-Pro e 0,2%, 0,5%, 0,8% e 1,2%, para RR ¢
Herculex. Estas proporgdes foram definidas a partir das especificacdes do kit
comercial da marca Envirologix®, com limite de detec¢do de 1,0% para o
evento VT-Pro e 0,5% para os eventos RR e Herculex.

Antes da realizagdo do teste de tiras foram separados os tecidos das
sementes, a fim de se verificar o nivel de expressao das proteinas nos tecidos.
Foram separados o endosperma e o embrido das sementes de milho, apds estas
serem embebidas, por 5 horas, em agua. O teste foi realizado em semente inteira
(SI), endosperma (E) e embrido (EE).

O teste foi realizado seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante.
Foram utilizadas 500 sementes trituradas por 60 segundos. Foi adicionado ao
milho triturado 1,5x seu peso de agua, seguindo-se com agitacdo da amostra.
Foram pipetados 0,5 mL do sobrenadante, o qual foi acondicionado no tubo de
reagdo em que foi inserida a tira. Apdés 10 minutos, foram analisados os
resultados. Para cada evento foram utilizadas, como controle positivo, sementes

transgénicas e, como controle negativo, sementes convencionais.
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2.2 PCR multiplex

Para a avaliacdo da especificidade da técnica na deteccdo do evento
TC1507, nome comercial Herculex, da empresa Bayer Cropscience, foram
utilizadas, como controle negativo, sementes do hibrido comercial de milho
GNZ 2004 e, como controle positivo, o hibrido de milho 2B655Hx da empresa
Dow Agroscience. Com a finalidade de simular diferentes niveis de
contaminagdo, sementes transgénicas (TC1507) foram misturadas as sementes
convencionais, nos niveis de 1 em 10 (10%), 1 em 20 (5%), 1 em 100 (1%), 1
em 200 (0,5%) e 1 em 1000 (0,1%). Sementes de cada amostra foram trituradas
em moinho refrigerado e, em seguida, foi realizada a extragdo do DNA.

Para a extracdo, foram adicionados, a 50 mg da amostra macerada, 620
pL do tampao de extragdo CTAB 2% (CTAB 2%; 1 M Tris-HCI pH 7,5; 0,5
mM 104 de EDTA pH 8,0; 5 M NacCl), com adi¢do de 2% de f-mercaptoetanol e
incubando-se, a 65 °C, por 60 minutos. Ao final deste periodo, foram
adicionados 600 pL de mistura cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), que foram
levemente agitados por 5 minutos, para a obtengdo de uma emulsdo que,
posteriormente, foi centrifugada, a 14.000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para novo tubo e o procedimento anterior foi repetido. Em
seguida, foi adicionado isopropanol gelado, na propor¢do de 1:1 e centrifugou-
se, a 14.000 rpm, por 6 minutos e, posteriormente, lavou-se duas vezes com
etanol 70% e uma vez com etanol 95%. Apds a secagem a temperatura
ambiente, o DNA foi ressuspendido em 50 puL de agua ultrapura pH8,0 (Ferreira
e Grattapaglia modificado, 1998). Ao final da extracdo, adicionaram-se 2 puL de
RNAse, seguindo-se incubagdo, a 37 °C, por trinta minutos. A quantificacdo do
DNA foi avaliada pela medida da absorbancia a 260/280 nm em

espectrofotometro (NanoVue-GE Healthcare) e em gel de agarose 0,8%.
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Para a deteccdo qualitativa do evento transgénico foi realizada a PCR
utilizando-se primers especificos para o evento TC1507 (Lee et al., 2004) e para
o gene zeina como controle endogeno (Nascimento et al., 2012), como se
observa na Tabela 1.

As reagdes de PCR consistiram de 100 ng de DNA, 0,2 uM de cada
primer, 0,2 uM de dNTP, 50 mM MgCI* e 2,5 U da enzima Taq polimerase, em
um volume total de 25 pL. As amplifica¢des foram realizadas com uma etapa de
desnaturacdo inicial de 95 °C, por 5 minutos, seguida por 5 ciclos de 62 °C, por
20 segundos, com decréscimo de 1 °C por ciclo e 72 °C, por 30 segundos; 30
ciclos de 59 °C, por 20 segundos e 72 °C, por 30 segundos, além de uma etapa

final de 72 °C, por 5 minutos.

Tabela 1 Relagdo dos primers utilizados no sistema PCR. UFLA, Lavras, MG,

2012

Primer Nome Sequéncia Pares de

bases

Zei 1-5° CCT CAG TCG CAC ATA TCT ACT ATA

Zeina CT 508
Zei1-3’ CTA GAA TGC AGC ACC AAC AAA
TC-F195 CTG CCT TCA TAC GCT ATT TAT TTG C

Herculex TC-R445 GGA ACA AAC TCA GAC AAC AGG AAA 251

C

O par de primers utilizado para a identificagdo do evento TC1507 (TC-
F195 e TC-R445) se anela na regido do promotor ubiquitina (MubG1) e do gene
CrylF baseado no banco de sequéncias (Acessos no GeneBank: U29159 e
M73254) (Lee et al., 2004), como pode ser observado na Figura 1.
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Ubi 2M pro cryl Fa? ORF25 P-BSS‘T ppm) crylFaZ

358 conoknant

TC-F195 TC-R445

Figura 1 Diagrama esquematico da localiza¢@o do par de primers da PCR para a
deteccdo do evento TC1507 (Lee et al., 2004)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de tiras imunocromatograficas

A expressao da proteina para o evento MON89034, no nivel de deteccao
de 1%, valor recomendado pelo fabricante, ndo foi observada apenas no
embrido. Quando da utilizagdo de embrides, a expressdo da proteina foi
observada em lotes de sementes de milho contendo 1,6% de contaminacdo
(Tabela 2). Quando se utilizaram sementes inteiras, foi detectada a expressdo da
proteina em todos os niveis de contaminagdo. Assim, infere-se que é possivel
detectar a expressdo de proteinas relacionadas a esse gene em niveis inferiores
aos sugeridos pela empresa. Também se pode concluir que o transgene foi
inserido no parental feminino, visto que foi necessaria a jun¢do da quantidade de
proteinas produzidas pelo embrido e pelo endosperma, na semente inteira, para
que houvesse a detecgdo do evento, em niveis abaixo do sugerido pela empresa,
e que a deteccdo no embrido s6 foi possivel em quantidade de contaminacio

superior a recomendada pela empresa.

Tabela 2 Resultado do teste de tiras imunocromatograficas da proteina Cry2Ab —
Evento MON89034 (VT-Pro). UFLA, Lavras, MG, 2012

- P —
Material Nivel de contaminacéo (%)

0,2 0,4 1,0* 1,6
E - - + +
EE - - - +
SI + + + +

*Limite de detecgo para o evento, de acordo com as especificagdes técnicas do kit.

Os resultados de detecgdo de expressdo de proteinas correspondentes aos
eventos TC1507 ¢ NK603 foram semelhantes entre si, com excecdo da auséncia
de expressdo da proteina nos niveis de contaminacdo 0,8% e 1,2%, no

endosperma, para o evento TC1507 (Tabela 3). Para o evento NK603, a partir do
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nivel de contaminagdo de 0,8%, foi observada a expressdo da proteina em todos
os materiais (Tabela 4).

Por meio dos resultados obtidos infere-se que o transgene foi inserido no
parental masculino, uma vez que a menor expressdo de proteinas foi observada
no endosperma, havendo a necessidade de aumentar o nivel de contaminagdo
para a deteccdo da proteina, uma vez que o endosperma possui 1n do parental
masculino e 2n do parental feminino.

Em ambos os eventos, mesmo em lotes com o menor nivel de
contaminagdo, de 0,2%, foi possivel a detec¢do da expressdo das proteinas
quando da utilizagdo de sementes inteiras. Provavelmente, as empresas adotam
os niveis de deteccdo apresentados no kit para maior seguranga, evitando-se, de

alguma forma, resultados falsos negativos.

Tabela 3 Resultado do teste de tiras imunocromatograficas da proteina CrylF —
Evento TC1507 (Herculex). UFLA, Lavras, MG, 2012

Nivel de contaminacao (%)

Material 0.2 0.5% 0.8 12
E - - - -
EE + + + +
SI + + + +

*Limite de detecg@o para o evento, de acordo com as especificagdes técnicas do kit.

Tabela 4 Resultado do teste de tiras imunocromatograficas da proteina
CP4EPSPS — Evento NK603 (Round up Ready). UFLA, Lavras, MG,

2012
. Nivel de contaminacéo (%)
Material 0.2 0.5% 0.8 12
E - - + +
EE + + + +
SI + + + +

*Limite de detecgdo para o evento, de acordo com as especificagdes técnicas do kit.
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3.2 PCR multiplex

Antes das reacOes foram realizados testes para identificar a melhor
concentragdo de DNA na reagdo. Foram testadas trés concentragdes: 10, 50 e
100 ng de DNA. A partir de 50 ng ocorreu amplificagdo, porém, ela foi
visualizada mais claramente na concentragdo de 100 ng.

Em todas as amostras analisadas ocorreu a amplificagdo do controle
endégeno — zeina, indicando a eficiéncia da reag@o. Dentre as amostras
avaliadas, somente a partir de 1% de contaminagao foi possivel observar a banda
especifica do primer para o evento TC1507 (Figura 3). Lee et al. (2004),
utilizando o mesmo primer, conseguiram observar a presenga do evento, mesmo
em amostras com baixissimo percentual de contaminagdo, como, por exemplo,
0,01%. A diferenca entre os resultados encontrados pode ser explicada pela
grande quantidade de varidveis envolvidas no processo, sendo a extragdo de
DNA considerada um passo critico durante o processo de PCR (Marmiroli et al.,
2008), pois interfere diretamente na qualidade da mesma.

O DNA analisado foi extraido a partir de sementes, que sdo estruturas
vegetais ricas em carboidratos, lipidios e proteinas que, muitas vezes, dificultam
o isolamento do DNA, exigindo maior nimero de lavagens com solvente
organico, cloroférmio-alcool isolamilico. Essas lavagens implicam em redugdo
na quantidade e na qualidade do DNA, pois parte dessas moléculas ndo se separa
de outros compostos organicos e ¢, consequentemente, descartada (Nascimento
et al., 2012), podendo ocorrer também a contaminacdo dele por compostos
fenodlicos. Sendo assim, a quantificag@o e a identificacdo de OGMs por meio da
técnica de PCR dependem diretamente da qualidade e da quantidade do DNA
utilizado (Gryson, 2010).
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508pb - Zeina

251pb - TC1507

Figura 2 Resultado de sensibilidade da PCR para o evento TC1507. Linhas 1-9:
padrio de DNA de 100 pb, controle negativo, amostra de milho
convencional, 0,1%, 0,5%, 1,0%, 5,0% ¢ 10,0% de contaminagdo com
milho transgénico TC1507 e amostra de TC1507.

Apesar de a técnica de PCR em tempo real ter custo mais elevado, sua
sensibilidade e rapidez sdo muito maiores, quando comparadas as do PCR
convencional (Wang et al., 2012). Para testes que necessitam de mais precisdo, o
PCR em tempo real ¢ o mais indicado, em relagdo ao PCR convencional.

O ideal com relacdo aos marcadores de identificacdo de transgénicos é
que eles sejam tdo sensiveis quanto possivel, pois, em outros paises, existem
padrdes mais rigidos de contaminag@o, a exemplo de paises da Unido Europeia,
onde o padrdo ¢ de 0,9%. Neste caso, métodos mais precisos de deteccdo sdo
necessarios € 1isso causa impacto nos produtos brasileiros, quando sdo
exportados para paises que utilizam limites mais rigidos. O ideal seria a
utilizacdo de padrdes globalizados, a fim de facilitar as transacdes de

importacdes e exportagoes.
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Novas técnicas de detecgdo de OGM vém sendo descritas e varias ainda
estdo sendo desenvolvidas. A utilizacdo de novas técnicas na rotina dos
laboratorios depende de muitos fatores, tais como custo e adaptabilidade a essas
novas técnicas (Querci et al., 2010 e Elsanhoty et al., 2011). Devido a isso, a
maioria dos laboratérios continua utilizando o método da PCR convencional

(Querci et al., 2010).
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CONCLUSOES

Independente do  evento  analisado pelo teste de tira
imunocromatografica e do nivel de contaminacao testado, o melhor tecido para a
deteccdo do evento foi semente inteira.

E possivel avaliar a expressio de proteinas referente aos eventos VT-
Pro, RR e Herculex, quando da utilizacdo de sementes inteiras com niveis de
contaminagao a partir de 0,2%.

E possivel, pela técnica de PCR, detectar o evento TC1507 em amostras

com, no minimo, 1% de contaminagao.
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